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RESUMO

O objetivo deste trabalho € estudar uma técnica ainda pouco difundida na
Medicina Veterinaria brasileira, que é o uso do Plasma Rico em Plaqguetas
(PRP) especificamente na area ortopédica de pequenos animais, abordando o
conceito de PRP, o porqué do seu uso na ortopedia, seu método de obtencédo e
aplicacdo, suas indicacdes, vantagens e desvantagens, bem como avaliar os
resultados obtidos através da utilizacdo do Plasma Rico em Plaquetas (PRP)

tanto na Medicina Humana quanto na Medicina Veterinaria.

Além disso, visa estabelecer a viabilidade desta técnica para seu emprego na
cirurgia ortopédica veterindria, em especial como um adjuvante na

consolidagéo de fraturas.

Palavras-chave: Plaquetas, Plasma Rico em Plaquetas, Fatores de

Crescimento, Osteoinducéo, Ortopedia.



MANDELLI, VITOR EDUARDO. The use of Platelet Rich Plasma (PRP) in the
orthopedic surgery. Botucatu, 2010. Trabalho de Conclusdo de Curso de
Graduacdo (Medicina Veterinaria, Area de Concentracdo: Cirurgia de
Pequenos Animais) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus

de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

ABSTRACT

The aim of this work is to study a still little known technique in the Brazilian
Veterinary Medicine, that is the use of the Platelet Rich Plasma (PRP),
specifically in the small animals orthopedics, including the concept of PRP, why
its use in orthopedics, its production method and application, its indications,
vantages and disadvantages, and also evaluate the results achieved through

the use of PRP both in Human Medicine as in Veterinary Medicine.

Moreover, it aims to establish the feasibility of this technique for its use in

veterinary orthopedic surgery, especially as an adjunct in fracture repair.

Keywords: Platelets, Platelet-Rich Plasma, Growth Factors, Osteoinduction,

Orthopedics.
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1. Introducéo

A ortopedia em Medicina Veterinaria € uma area muito bem desenvolvida e
estudada, principalmente no que se diz respeito a fraturas em pequenos
animais. E notavel o surgimento de novas técnicas e avangos para a melhor
resposta frente a uma perda de integridade 6ssea. Dessa maneira, por volta da
década de 70 surgiu a idéia do uso das plaquetas como um meio de estimular
a reparacéo tecidual (ndo apenas 0ssos, mas também ligamentos e tenddes) e
ndo sb na area ortopédica como também na odontologia e até na oftalmologia
(ANITUA, 2004).

As plaquetas sdo componentes sangliineos muitos conhecidos por seu papel
hemostatico no organismo, porém suas fun¢des ndo se limitam apenas a isso,
e atualmente estdo sendo pesquisadas e descobertas novas utilidades para as
mesmas, como a reparacdo de tecidos lesados. Visando com isso, 0O
aperfeicoamento de técnicas terapéuticas e melhores resultados no tratamento
de lesbes. (PAGLIOSA, 2007).



2. Revisado de literatura

2.1Plaquetas

Para entender como as plaguetas podem ser Uteis na consolidacdo de uma
fratura é preciso antes ter em mente o que € uma plaqueta, qual sua estrutura
e suas func¢des no organismo, e é necessario ainda, entender a fisiologia de

uma consolidacdo 6ssea normal.

2.1.1 Estrutura

A plaqueta € uma célula sangiinea formada através da fragmentacdo do
citoplasma de megacariocitos (uma célula gigante e multinucleada presente na
medula 6ssea). Sdo células muito pequenas (cerca de 1,5 a 2,5 micrébmetros
de didmetro) e sdo anucleadas. As plaquetas sdo formadas por organelas
comuns a maioria das células, como a mitocéndria e o lisossomo, possuem
RNA e, além disso, possuem em seu citoplasma corpos densos (como
Adenosina Trifosfato — ATP, Adenosina Difosfato — ADP, serotonina, entre
outros) e a-granulos (como fibrinogénio, fator V, Fator de Von Willebrand e
fatores de crescimento). (ANITUA, 2004).

2.1.2 Funcdes

A hemostasia realizada pelas plaquetas ja foi muito estudada e hoje se sabe
gue apos a lesdo e exposicdo do subendotélio as plaquetas sédo ativadas e se
aderem ao sitio da lesdo através da interacdo (mediada pelo Fator de Von
Willebrand proveniente do subendotélio exposto) entre a glicoproteina presente
na membrana plaquetaria e os receptores de colageno no vaso sangiineo
lesado. A partir dessa fase de adesdo outras plaquetas serdo atraidas para o
local da lesdo, onde, através de substancias liberadas pelo endotélio lesado ou
até mesmo pelas préprias plaquetas ativadas, vao formar um “plug tampao” ou
trombo que sera posteriormente estabilizado pela acdo da trombina. (ANITUA,
2004).



Ja a acao de reparacao tecidual das plaquetas é realizada principalmente por
seus fatores mitogénicos que estdo armazenados nos alfa-granulos. Cada uma
dessas proteinas tem uma atividade biol6gica especifica, sendo que neste

trabalho serdo estudados apenas os fatores de crescimento. (ANITUA, 2004).

2.1.3 Fatores de Crescimento

Sao varios os fatores de crescimento de origem plaquetaria, tais como o Fator
de Crescimento Transformador Beta (TGF-B), Fator de Crescimento Derivado
de Plaquetas (PDGF), Fator de Crescimento Semelhante a Insulina (IGF), Fator
de Crescimento do Endotélio Vascular (VEGF), Fator de Crescimento
Epidermal Derivado de Plaquetas (EGF) e Fator de Crescimento Fibroblastico 2
(FGF-2). Cada um desses fatores age de uma maneira especifica no processo
reparativo, sendo que os principais fatores de crescimento plaquetarios no
processo de cicatrizacdo 0ssea sdo o PDGF e o TGF- ja que séo eles que vao
estimular a diferenciacdo das células mesenquimais em condroblastos e
osteoblastos. (PAGLIOSA, 2007).

2.2 Cicatrizacdo Ossea

Apds uma fratura e a perda da integridade éssea, inicia-se 0 processo de
reparo e cicatrizagcdo do osso, também chamado de consolidacdo. Esse
processo € uma resposta fisiologica e que tem um tempo de duracdo
dependente de varios fatores. A cicatrizacdo 6ssea depende principalmente do
periosteo (que é uma membrana de tecido conjuntivo que envolve 0S 0SS0S)
por este ser uma importante fonte de células precursoras que irdo se
diferenciar em condroblastos e em osteoblastos, no entanto a medula 6ssea, o
endosteo e pequenos vasos sangilineos também podem ser fonte de células

precursoras. (PIERMATTEI, FLO & DECAMP, 2009).

O processo de reparacéo do tecido 6sseo lesado pode ser dividido em 3 fases:
fase reativa, fase reparativa e fase de remodelacdo. A fase reativa é
compreendida por uma vasoconstriccdo dos vasos adjacentes ao foco de

fratura, impedindo maior sangramento e possibilitando a formacdo de um



coagulo; dentro deste coagulo ocorre a degranulacdo das plaquetas e a
liberacdo de substancias, entre elas os fatores de crescimento, formando um
microambiente e possibilitando a quimiotaxia de células inflamatérias e a
ativacdo de ceélulas progenitoras locais. Ap0s a ativacdo das células
progenitoras e a invasdo do coagulo por estas, o TFG-B e o PDGF irdo agir
estimulando a angiogénese e a mitose e diferenciagdo das mesmas em
condroblastos, fibroblastos e osteoblastos (dependendo das condi¢cdes do 0sso
e da fratura, bem como, da estabilidade do foco e da tensdo de oxigénio no
local). Apos isso, ha replicacao de fibroblastos dentro do coagulo formando um
tecido de granulacdo, que dara origem a cartilagem hialina adjacente ao foco.
Depois de formado o tecido de granulacéo, inicia-se a fase reparativa, na qual
as células periosteais proximas ao foco de fratura se diferenciam em
condroblastos e formam cartilagem hialina; e as células periosteais distais ao
foco de fratura que se tornam osteoblastos, formadores de tecido 6sseo. A
partir dessa formacéo de novos tecidos, ocorre o crescimento dos mesmos até
alcancarem o tecido homologo do outro lado do foco da fratura, formando um
novo tecido, heterogéneo, chamado de calo 6sseo. A préxima etapa da
consolidacéo € a substituicdo da cartilagem hialina por cartilagem, e do tecido
0sseo, por 0sso lamelar (processo chamado de ossificagdo endocondral); e
esse processo se inicia logo apds a matriz de colageno se tornar mineralizada,
ai entdo a matriz € penetrada por tuneis concéntricos, cada um contendo um
Osteon, alguns osteoclastos, um microvaso muitos osteoblastos: esses
osteoblastos vao formar um novo osso lamelar sobre superficie exposta da
matriz mineralizada. Entdo, apds esse processo de formac¢do de um 0sso de
estrutura normal, ocorrera um processo demorado de remodelamento Gsseo,
fazendo com que o osso fraturado volte a ter a forma mais parecida possivel
com a do 0sso normal. (DENNY & BUTTERWORTH, 2006).

2.3 PRP

O Plasma Rico em Plaquetas (PRP) ha muito tempo vem sendo um assunto de
interesse e consequientemente de muito estudo na area médica. O PRP tem

obtido resultados importantes na Medicina Humana, principalmente nas areas



de odontologia e ortopedia, onde tem sido usado com sucesso no tratamento
das lesbes de atletas, diminuindo consideravelmente o tempo de recuperacao e
até mesmo evitando a necessidade de um eventual procedimento cirdrgico.
Como exemplos do uso do PRP na Medicina Humana podem ser citados os
atletas, como muitos jogadores de futebol, que apos sofrerem lesdes (desde
lesbes musculares e ligamentares até fraturas), recorreram para este tipo de
terapia para antecipar o retorno aos gramados; tem-se noticia também do uso
do PRP por pessoas do ramo artistico, sendo que em um dos casos, foi usado
com sucesso no tratamento de tendinopatia cronica. Esses resultados
animadores tém atraido a atencdo da Medicina Veterinaria, gerando uma onda
de pesquisas para adaptar e estabelecer a viabilidade do seu uso em diversas

areas de veterinaria.

2.3.1 Método de Obtencéao

O método de obtencdo do PRP é relativamente simples e ndo necessita de
muitos equipamentos. Baseia-se em coletar uma amostra de 30 a 60 mL
(mililitros) de sangue do préprio individuo que ira receber a aplicacéo (ja que se
trata de uma técnica autdloga). A realizacdo da coleta deve ser feita de forma
asséptica e deve-se usar uma agulha de grande calibre para evitar a ativacdo
precoce das plaguetas. A amostra devera ser colocada em um recipiente com
citrato (um anticoagulante quelante de calcio), uma vez que o PRP nao pode
ser obtido de amostras de sangue coagulado e plaguetas fazem parte do
coagulo, e também nédo pode ser obtido do soro porque este € a fracao que fica
apos a retirada das células sangiiineas e das proteinas coagulantes. Tendo
sido realizada a coleta, o proximo passo € a centrifugacdo do sangue que deve
ser feita na rotacdo adequada (que vai variar de acordo com o método
utilizado, e que serédo estudados posteriormente) para proporcionar uma boa
separacao celular e evitar danos as membranas das plaquetas. O processo de
centrifugacdo pode ocorrer de duas maneiras: realizando-se uma Unica
centrifugacéo (processo de uma etapa) ou duas (processo de duas etapas). De
ambas as formas sdo possiveis conseguir uma concentracdo elevada de
plaguetas no plasma; embora o numero ideal ainda ndo tenha sido bem

definido, acredita-se que concentracées com 1.000.000ul-1 (um milhdo de



plagquetas por microlitro), em uma aliquota padrdo de 5 mL, sdo capazes de
proporcionar bons resultados. (PAGLIOSA, 2007)

O processo de uma etapa € realizado através de apenas uma centrifugacao do
sangue, submetendo-o a uma rotacdo de 5600rpm (rotacdes por minuto),
durante seis minutos. Ao final desse processo serédo obtidas trés fragdes do
sangue no tubo; a fragdo superior contém o Plasma Pobre em Plaguetas (PPP)
que deve ser descartada, a fracdo mediana contém o PRP e a frac&o inferior
contém as células vermelhas. Apds o descarte do PPP é feita a separacédo do
PRP juntamente com 1 a 2 mm (milimetros) da fracdo que contém os eritrocitos
para posterior aplicacdo. (PAGLIOSA, 2007).

O processo de duas etapas consiste em uma primeira centrifugacdo a 160g
(sendo “g” a aceleracdo, em metros por segundo por segundo; no caso
aproximadamente 1570 m/s?) durante vinte minutos, separando-se o plasma
dos eritrdcitos. Depois disso, 0 plasma sobrenadante, juntamente com seis
milimetros da fracdo vermelha, é centrifugado novamente a uma rotacdo de
400g (aproximadamente 3920 m/s2), por mais quinze minutos. Ao final desse
processo serdo formadas duas fragcbes no tubo, a superior (de coloracao
amarelada) € descartada e a inferior € reservada para utilizacdo. (PAGLIOSA,

2007).

Para que o PRP possa ser aplicado no local desejado, este precisa estar
coagulado, o que permite a aderéncia ao local desejado e ainda leva a ativagao
plaquetéria (liberacdo dos fatores de crescimento dos a-granulos); e apds essa
ativacdo, aproximadamente 70% dos fatores de crescimento séo liberados
dentro de 10 minutos e quase 100% deles séo liberados dentro de uma hora.
Existem alguns métodos para promover a ativacdo de maneira mais
prolongada; um deles é o uso de trombina bovina, no entanto, estudos indicam
que o uso desta pode levar a complicagbes, como a formacdo de anticorpos
contra a trombina bovina, e conseqgientemente, levar a uma coagulopatia
imunomediada. Outro método é a adicéo de cloridrato de calcio (CaCl,) a 10%
durante a segunda etapa da centrifugacao, formando assim uma matriz densa
de fibrina, onde as plaquetas intactas vao se prender e ser liberadas aos

poucos durante até sete dias. Dessa maneira, o PRP é inoculado no local



desejado, neste caso, no caso no foco da fratura, onde comeca a agir.
(FOSTER, 2009).

2.3.2 Acao

A acao do PRP é baseada na fisiologia normal da osteogénese. As plaquetas,
primeiramente agem na formacao de um coagulo no local de leséo (através dos
mecanismos de hemostasia ja discutidos neste trabalho anteriormente), e
dentro desse coagulo, em contato com a matriz 6ssea exposta, as plaquetas
irdo degranular e liberar os fatores de crescimento presentes em seus a-
granulos. Assim que liberados, os fatores de crescimento comecam a agir
(cada um com sua acédo especifica) mediando a quimiotaxia de novas células
para o local desejado, e principalmente, estimulando a diferenciacéo de células
mesenquimais indiferenciadas (células-tronco) em condroblastos, fibroblastos e
osteoblastos (funcdo desempenhada principalmente pelos fatores PDGF e
TGF-B). (PAGLIOSA, 2007; NIKOLIDAKIS, 2008).

2.3.3 Indicacdes

Uma vez determinado o método de obtencdo e o mecanismo de acdo do PRP
frente a uma lesdo, surgiram pesquisas para se identificar em que situacoes e
em que tecidos o uso do Plasma Rico em Plaquetas seria viavel. Atualmente,
sabe-se que o PRP é usado com sucesso em cirurgias odontolégicas
(principalmente em cirurgias reconstrutivas e em implantes dentarios) e tem
apresentado resultados satisfatérios na cirurgia ortopédica, em casos de
reconstrucdo O6ssea. Além disso, o PRP é muito util na reparacdo de tecidos
moles lesionados e, por essa caracteristica, é indicado em plasticas faciais,
cirurgia cosmética, ulceras de pele, cirurgias oftalmicas (Glcera de retina) e em

lesBes tendineas, ligamentares e cartilaginosas. (ANITUA, 2004).

2.3.4 Resultados

Apesar do grande potencial teérico do PRP, os resultados praticos do seu uso
ainda deixam algumas duvidas. Trabalhos e estudos feitos tém mostrado bons
resultados no que se diz respeito a tempo de consolidacdo e tempo de

recuperacdo (principalmente na odontologia e no tratamento de lesdo de



tecidos moles em Medicina Humana); no entanto, outros trabalhos indicam
nenhuma alteragdo benéfica com o uso do PRP. Alguns autores creditam estes
resultados controversos a falta de padronizacdo do método de obtencéo e
consequentemente a variagdo na concentracdo de plaquetas nas amostras.
Faltam trabalhos mais bem elaborados, que determinem uma metodologia
precisa e uma concentracdo ideal de plaguetas no plasma, faltam ainda
trabalhos com um ndmero maior de casos e com um grupo controle adequado,

para que a eficacia do PRP possa ser comparada e comprovada.

2.3.5 Vantagens e Desvantagens

A principal vantagem do uso do PRP como um agente indutor € ser uma
técnica autologa, ou seja, o0 material que sera aplicado no paciente pertence a
ele mesmo; dessa forma, ndo ha risco de uma reacdo imunolégica. Apesar de
tratar-se de um material disponivel, carece ainda de metodologia mais apurada,

além de necessitar de laboratérios adequados para seu processamento.

7

Por outro lado, esta é uma técnica ainda pouco estudada e que possui
resultados controversos, assim sendo, deve-se ser criterioso e ter cautela ao se

optar pelo uso do PRP, mesmo que este tenha tido seu uso liberado no Brasil.



3. Conclusao

Tendo estudado os fundamentos tedricos nos quais se baseiam a técnica do
Plasma Rico em Plaquetas e avaliando-se os resultados obtidos por meio do
uso deste na cirurgia ortopédica, principalmente em cirurgias de reconstrucao
0ssea, torna-se dificil e precoce estabelecer a viabilidade de seu uso na
Medicina Veterinaria ja que a técnica exata nao foi padronizada e, com isso,
surgem resultados variados. Por ser uma alternativa simples, e com um grande
potencial como um adjuvante na consolidacdo de fraturas, deve-se realizar
novos estudos e experimentos em torno do PRP para que, caso sua eficacia se
torne irrefutavel, dessa maneira possa-se utiliza-lo com mais frequéncia na

rotina cirargica veterinaria do Brasil.
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ANEXOS

1. FIGURA 1 - Plaqueta e seus componentes intracelulares. Anitua 2004

(adaptado).

GLICOPROTEINAS DE MEMBRANA
mediadores de interacéo de contato com superficie

Tabela 1 — Fatores de Crescimento relacionados ao reparo 6sseo. Pagliosa

ALFA-GRANULOS

proteinas de adesdo, fatores de
coagulacdo, fatores fibrinolticos,
antiproteases, fatores de crescimento
mitogénicos, citocininas e quimocininas,
reguladores de angiogénese, proteinas
bactericidas, glicoproteinas de membrana

MTOCONDRIA

GRANULOS
LISOSSOMAIS

|
|

CORPOS DENSOS
ADP/ATP, Ca2+, serotonina,
histamina, dopamina, catecolaminas

2007 (adaptado de Millis, 1999).

Tabela 1 - Fatores de crescimento relacionados ao reparo 6sseo

Fator de Crescimento

Fonte

Funcdes

Derivado  de
(PDGF)

Fibroblastico (FGF)

Epidermal (EGF)

Transformador B (TGER)

Proteina
morfogenética (BMP)
Somatrotrofina
[GHD

Semelhante A
(IGE-T)

plaquetas

ossea
(STH

nsulina

Plaquetas, macréfagos,
endotélio, fibrablastos
Endotélio, macréfagos,
0ss0, condrocitos
Plaquetas e
tecidos

outros

Plaquetas, macrofagos,
condréeitos, rins. matriz
ossea, osteoblastos
Osteoblastos,
Ossea

matriz
Pituitaria anterior

Figado,  osteoblastos,
condroblastos,  matriz
ossea, fibroblastos

Quumiotaxia de macréfagos e fibroblastos, proliferacdo fibrobléstica, angiogénese,
mutose de fibroblastos e osteoblastos

Mitose de células endoteliais. fibroblastos, condroeitos e osteoblastos, angiogénese,
deposigio de colageno

Quumiotaxia para células endoteliais e fibroblastos, angiogénese e estimulo a
atividade da colagenase

Mitogénico para fibroblastos, condroblastos e osteoblastos, quinuotaxia, sintese de
coligeno e funcdo osteoblastica, sintese de outros fafores de crescimento,
diferenciacio de células mesenquimais indiferenciadas

Diferenciacdo de células mesenquimais indiferenciadas em condrécitos e
osteoblastos, quimiotaxia de células mesenquimais

Anabolismo, crescimento das epifises, proliferacdo de osteoblastos, producdo de
IFG-I

Sintese de colageno e proteoglicanos, proliferacdo de fibroblastos e osteoblastos

(Fonte: Adaptado de MILLIS, 1999)
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